BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 




Prioritatsbescheinigung iiber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 



197 38 205.3 



Anmeldetag: 
Anmelder/lnhaber: 



2. September 1997 



Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin, 
13125 Berlin/DE 



Bezeichnung: 



Mittel zur Diagnose und zur Therapie von Tumorer- 
krankungen 



IPC: 



C07 K, A 61 K,C 12 Q 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprtinglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

CERTIFIED COPY OF 
PRIORITY DOCUMENT 



Munchen, den 15. Oktober2004 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 



Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin 
jr. Behrens, W. Birctuaeier 



Beleg®xemplar 




Mittel zur Diagnose und zur Therapie von Tumorerkrankungen 



Zusammenf assung 



Die Erf indung betrifft neue Wege zur Bekampfung von 
Tumorerkrankungen durch Ausnutzung molekularbiologischer 
Zusammenhange bei der Tumorentstehung. 

Der Erf indung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur 
Kontrolle der Regulation von B-Catenin in Korperzellen zu 
entwickeln. 

Gegenstand der Erf indung ist ein neues Protein, welches an B- 
Catenin bindet und zu dessera zytoplasmatischen Abbau fuhrt. 
Dieses Protein hat die Aminosauresequenz gemaB Abb. 1 und wurde 
als COKDUCTIN bezeichnet. 

Vom Vorkommen und der Wirkung des Conductins in Korperzellen 
abgeleitet werden Mittel zur Diagnose und zur Therapie von 
Tumorerkrankungen entwickelt. 



Beschr e ibung 



Die Erf indung betrifft neue Wege zur Bekampfung. von 
Tumorerkrankungen durch Ausnutzung molekularbiologischer 
Zusammenhange bei der Tumorentstehung. Sie betrifft im einzelnen 
ein Mittel zur Diagnose von Tumorerkrankungen, und darauf 
aufbauend ein Mittel zur Therapie. Sie betrifft ferner das neue 
Protein Conductin, seine Mutanten und Varianten sowie Teile 
davon, die dazu analogen cDNA-Sequenzen und deren Verwendung in 
gentherapeutischen und pharmakologischeh Verfahren. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die 
pharmazeutische Industrie • ■ * 

Cadherine und Catenine bilden Zelladhasionskomplexe , die in 
zahlreichen Geweben fur die Anheftung der Zellen aneinander 
verantwortlich sind. Die Cadherine sind Transmembranproteine und 
stellen den direkten Kontakt zwischen benachbarten Zellen her. 
a-, B- und y-Catenin sind zytoplasmatische Komponenten , die die 
Cadherine ihit dem Aktin-Zytoskelett verbinden. Neben der 
Funktion bei der Zelladhasion haben Catenine auch eine 
entscheidende Rolle bei Signaltransduktionsprozessen . B-Catenin 
in Vertebraten und das homologe Segmentpolaritats-Genprodukt 
Armadillo in Drosphila werden durch den Wnt/Wingless«Signalweg 
stabilisiert (Nusse, R., Cell 89, 321-323, 1997). Dies fuhrt zu 
einer Erhohung der zytoplasmatischen , nicht an Cadherin 
gebundenen Fraktion dieser Proteine, die darauf hin mit HMG- 
Transkriptionsf aktofen der LEF-l/TCF-Familie wechselwirken 
konnen. Als Resultat wird B-Catenin/Armadillo in den Zellkern 
transportiert , wo es zusammen mit den LEF/TCF-Proteinen an DNA 
bindet und bestimmte Gene aktiviert (Behrens, J. et. al . , Nature 
382, 638-642, 1997). 

.Dieser Signalweg spielt auch eine Rolle bei der Tumorentstehung. 
In Kolonepithelzellen wird der zytoplasmatische Pool von B- 
Catenin durch das Tumorsuppressor-Genprodukt APC (Adenomatosis 
Polyposis Coli) streng reguliert. Mutationen von APC, wie sie in 



etwa 80% aller Kolonkarzinome auftreten, fuhren zu verktirzten 
Formen des APC Proteins, die nicht mehr in' der Lage sind 8 - 
Catenin zu destabilisieren. Dadurch findet man in diesen Tumoren 
permanente Komplexe von B-Catenin mit dem HMG-Transkriptions- 
faktor TCF-4, welche fur die Transformation der Zellen 
verantwortlich gemacht werden. Diese Theorie wird gestutzt durch 
den kurzlichen Befund, daB in Tumoren, in denen APC nicht 
verandert ist, Mutationen von B-Catenin auftreten. Diese fuhren 
ebenfalls zur zytoplasmatischen Stabilisierung von B-Catenin und 
zur Assoziation mit LEF-l/TCF-Faktoren (Morin, P.J. et. al., 
Science 275, 1787-1790). 

Die Erfindung hat das Ziel, einen neuen Weg zur Verhinderung der 
Tumorentstehung zu finden. Der Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahren zur Kontrolle der Regulation von B- 
Catenin in Korperzellen zu entwickeln, 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Protein, welches an B- 
Catenin bindet und zu dessem zytoplasmatischen Abbau fuhrt. 
Dieses Protein hat die Aminosauresequenz gemaB Abb. 1 und wurde 
als CONDUCTIN bezeichnet. 

Das Erfindung beruht nun auf der eigenen Erkenntnis, daB 
Conductin uber eine B-Catenin-Bindungsdomane an B-Catenin und 
uber eine sogenannte RGS-Domane (Regulator of G-Protein 
Signalling) an APC-Fragmente bindet. Dadurch kommt es zum 
zytoplasmatischen Abbau von B-Catenin und in Vertebraten zur 
Blockade, des Wnt/Wingless-Signalwegs . Damit ist klar, daB 
Conductin ein wichtiger Regulator der B-Catenin-Funktion ist und 
im Zusammenspiel mit APC zur Tumorsuppression beitragt. 

Davon abgeleitet betrifft die Erfindung ein Mittel zur Diagnose 
von Tumorerkrankungen, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 
das Vorhandensein und die Menge von Conductin, seiner Mutanten 
und Varianten oder seiner Teile in Korperzellen nachgewiesen 
wird. Dieser Nachweis kann auf der Proteinebene mit spezifischen 
Antikorpern durchgeftthrt werden, speziell mit monoklonalen 
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Antikorpern. 
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Die Diagnose von Tumorerkrankungen kann gemaB der Erf inching auch 
auf der Genebene erfolgen. Dazu werden mit ausgewahlten Primern 
und cDNA-Sonden, die aus der Gensequenz des Conductins 
abgeleitet sind, 

- das Gen, das fur Conductin, seine Mutanten und Varianten oder 
Teile davon kodiert, bzw. 

- mRNA-Sequerizen, die yon diesen Genen abgelesen werden, 
nachgewiesen . 

Das erf indungsgemaBe Mittel zur Therapie von Tumorerkrankungen 
enthalt Substanzen, die die Wirkung des Conductins iia Korper 
aktivieren/reaktivieren. Das sind vor allera Mittel, die den 
Genpromoter des Conductins aktivieren bzw. Mittel, die die 
Stabilitat der von den Conductin-Genen abgeleiteten m-RNA- 
Sequenzen erhoht. Das Hauptziel aller dieser Mittel besteht 
erf indungsgemaB darin, die Aktivitat des Conductins in den 
Korper zellen zu erhohen. Dazu kommen u. a. kleinmolekulare 
Substanzen in Betracht, die z. B. durch High-Througput-Number- 
Screening gefunden werden. 

Die Erfindung umfaBt auch gentherapeutische Mittel, enthaltend 
Gene, die fur Conductin, seine Mutanten und Varianten oder Teile 
davon kodieren, bzw. mRNA-Sequenzen, die von diesen Genen 
abgelesen werden. 

Unter Schutz gestellt wird ferner das neue Protein Conductin 
gemaB Abb. 1*, seine Mutanten und Varianten sowie Teile davon. 
Besonders bevorzugte Teilsequenzen sind die Aminosauren 78-200 
( RGS ) , 3 4 3-464 ( B-Catenin-Bindungsdbmane ) und 782-832 
(Dishevelled Homologie-Region) . Zum Schutzumf ang gehoren auch 
Teilsequenzen des Adenomatosis Poliposis Coli (APC),. 
gekennzeichnet durch die Aminosauresequenzen 1464-1604, 1516- 
1595, 1690-1778 und 1995-2083 als RGS-Domanen-Interaktionsorte . 

GleichermaBen beansprucht werden die analogen cDNA-Sequenzen, 
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insbesondere die voile cDNA-Sequenz des Conductins . (Basenpaare 
1-3197) gemaB Abb. 2 sowie die Teilsequenzen des Conductins der 
Nukleotidfolge 452-820 (RGS-Genabschnitt ) ,■ der Nukleotidf olge 
1247-1612 (Genabschnitt der B-Catenin-Bindungsdomane ) und der 
Nukleotidfolge 2564-2716 (Genabschnitt der Dishevelled 
Homologie-Region) " 

Die Erf indung wird durch die f olgenden Ausf uhrungsbeispiele 
naher erlautert. . ' 

Conductin wurde durch einen Hefe 2-Hybrid Screen als B-Catenin- 
Interaktionspartner identif iziert . Die vollstandige cDNA-Sequenz 
wurde daraufhin isoliert und sequenziert. Die abgeleitete 
Aminqsauresequenz von Conduction ist in Abb. 1 gezeigt, die 
Nukleotidsequenz in Abb. 2 und die Gegenuberstellung von 
Aminpsaure- und Nukleotidsequenz in Abb. 3. Conductin besteht 
aus 839 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 92,4 kDa. 
Durch Sequenzvergleiche wurde im Conductin eine RGS-Domane 
(Aminosauren 78-200) und eine zu dem Protein Dishevelled 
verwandte Domane (Aminosauren 782-832, Dishevelled Homologie- 
Region) identifiziert (Abb. 1-3). Die B-Catenin-Bindungsdomane 
(Aminosauren 343-464) wurde durch Interaktionsstudien im 2- 
Hybrid-System entdeckt (Abb. 4). Es zeigte sich, . daB diese 
Domane ausreichend und notwendig fur die Bindung an B-Catenin 
ist (Abb. 4), wohingegen die RGS— und Dishevelled Homologie-- 
Region nicht beteiligt sind. Die Wechselwirkung von Conductin 
mit B-Catenin wurde auch in Co-Immunprazipitationsexperimenten 
biochemisch bewiesen. 

Die Wirkung von Conductin auf B-Catenin wurde in SW480 Zellen 
untersucht. In diesen Zellen ist das Tumor-Suppressor-Genprodukt 
APC mutiert, wodurch es zu einem Anstieg des cytoplasmatischen 
und vor allem nuklearen Gehalts von B-Catenin kommt. Die 
Einbringung von Conductin in diese Zellen fuhrt . zu einem 
drastischen Abbau von B-Catenin, wodurch die Zelle von 
cytoplasmatischem und im Zellkern befindlichen B-Catenin 
depletiert wird (Abb. 4) . Diese Wirkung auf den Gehalt B-Catenin 
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ist gleich stark wie die von nfchtmutiertera APC, woraus 
geschlossen werden kann, daB Conductin ebenfalls als 
Tumorsuppressor durch Regulation von 'B-Catenih wirkt. Es wurde 
auBerdem gezeigt, daB Conductin den Wnt/Wingless-Signalweg auch 
in Xenopus-Embryonen durch seine Wirkung auf B-Catenin hemmt. 

Es wurde auBerdem f estgestellt , daB Conductin rait APC direkt 
interagiert. APC-Fragmente von Aminosaure 1464-1604, 1516-1595, 
1690-1778 und 1995-2883 wurden als Interaktionsstellen fiir 
Conductin identif iziert . In Conductin erfolgt die Bindung an APC 
uber die RGS-Domane; dieser Bereich ist ausreichend und 
notwendig fur die Interaktion . Die anderen Domanen in Conductin 
sind nicht beteiligt (Abb. 5). 
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Legende zu den Abbildungen: 

Abb. 1 Aminosaureseauenz von C onduct in 

Die Conductin cDNA kodiert ein Protein von 839 Aminosauren mit 
einem berechneten Molekulargewicht von .92,4 kDa. Die RGS-Domane 
(doppelt unterstrichen) , die B-Catehin-Bindungsdomane (einfach 
unterstrichen) und die Dishevelled Homologie-Region sind durch 
Fettdruck hervorgehoben. 

Abb. 2 Nukleotidsequenz von Conductin von Position 1-3199 

Die Sequenzbereiche sind analog zu Abb.l markiert. 

Abb. 3 Geqenuberstelluncr von Aminosaure - und Nukleotidseq uenz 
von Conductin 

Abb. 4 Analyse der Interaktion von Cond uctin und seinen Teilen 

Das Conductin Protein, und abgeleitete Teilstucke sind 
schematisch dargestellt. Hervorgehoben sind die RGS-Domane (RGS) 
und die 6-Catenin-Bindungsstelle (B-BD) . Die Interaktion mit B- 
Catenin wurde im Hefe 2-Hybrid Assay untersucht und als B- 
Galaktosidase Einheiten quantif iziert . Man erkennt, daB die 
Bindung an B-Catenin auf die B-Catenin-Bindungsstelle beschrankt 
ist # die anderen Teile des Proteins tragen dazu nicht bei. Der 
Abbau von B-Catenin in SW480 Zellen durch Conductin wurde nach 
trans i enter Expression der angegeben Proteine und 
Imxttunf luoreszenz-Farbung von B-Catenin analysiert. Nur 
Teilstucke von Conductin, die an B-Catenin binden, fiihren zu 
dessen Abbau. 

Abb. 5 Analyse der Bindung von Conductin und seinen Teilen an 
APC 

Die Bindung der APC Fragmente von Aminosaure 1464-1604 (APCfr.l) 
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und 1516-1595 (APCfr. 2) an Conductin und abgeleitete Teilstucke 
wurden im Hefe 2-Hybrid Assay untersucht und als 6-Galaktosidase 
Einheiten quantif iziert . Die Analyse zeigt die ausschlieBliche 
Interaktion von APC mit der RGS-Domane von Conducting 
Vergleichbare Ergebnisse fur die Bindung an die RGS-Domane 
wurden mit APC Fragmenten von Aminosaure 1690-1778 und 1995-2883 
erhalten. 



Patentanspruche 

1. Mittel zur Diagnose von Tumoren, enthaltend eine Substanz, 
mit der 

- Conductin, seine Mutanten und Varianten oder Teile davon bzw. 

- Gene, die fur Conductin, seine Mutanten und Varianten oder 
Teile davon kodieren, bzw. 

- m-RNA-Sequenzen, die von diesen Genen abgelesen werden, 
nachgewiesen werden 

2. Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1, enthaltend 
spezifische Antikorper gegen Conduct in, seine Varianten oder 
Mutanten oder Teile davon. 

3. Mittel zur Diagnose von Tumoren. nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die spezifischen Antikorper 
roonoklonale Antikorper sind. 

4 . Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1 , enthaltend 
korrespondierende Oligonukleotid-Primer bzw. DNA-Sonden zum 
Nachweis der Gene und deren Mutationen. 

5. Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1, enthaltend 
korrespondierende Oligonukleotid-Primer bzw. DNA-Sonden zum 
Nachweis der RNA-Sequenzen. 

6. Mittel zur Therapie von Tumoren, enthaltend eine Substanz , 
die die Wirkung des Conductins im Korper aktiviert/reaktiviert . 

7. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend eine Substanz, die den 
Genpromoter des Conductins aktiviert. 

8. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend eine Substanz , die die 
Stabilitat der mRNA-Sequenzen erhoht. t 

9. Mittel nach Anspruch 6, enthaltend eine Substanz, die die 



Aktivitat des Conductins erhoht. 



10. Conductin, seine Varianten und Mutanten sowie Teile davon. 

11. Conductin nach Anspruch 10, gekennzeichnet durch die 
Aminosauresequenz 1-839 gemaB Abb. 1, wobei Abb. 1 Bestandteil 
dieses Anspruchs ist. 

12. Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Aminosauresequenz 78-200 (RGS-Domane) der Abb. 1. 

13. Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Aminosauresequenz 343-464 (B-Catenin- 
Bindungsdomane)der Abb. 1. 

14. Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10 , gekennzeichnet 
durch die Aminosauresequenz 782-832 (Dishevelled Horaologie- 
Region)der Abb. 1. 

15. Teilsequenzen des Adenomatosis Poliposis Coli (APC), 
gekennzeichnet durch die Aminosauresequenzen 1464-1604, 1516- 
1595, 1690-1778 und 1995-2083 als RGS-Domanen-Interaktionsorte. 

16. cDNA-Sequenz von Conductin, seiner Varianten oder Mutanten 
oder Teilen davon. 

17. cDNA-Sequenz des Conductins der Nukleotidf olge 1-3197 der 
Abb. 2, wobei Abb. 2 Bestandteil dieses Anspruchs ist. 

18. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidf olge 452-820 
(RGS-Genabschnitt)der Abb. 2. 

19. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidf olge 1247-1612 
(Genabschnitt der B-Catenin-Bindungsdomane)der Abb. 2. 

20. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidf olge 2564-2716 
(Genabschnitt der Dishevelled Homologie-Region)der Abb. 2. 



21. Verwendung des Conductin-Gens fur die Gentherapie von 
Tumorerkrankungen , dadurch gekennzeichnet , daB ein Vektor mit 
dem Conductin-Gen konstruiert wird, anschlieBend ein Gentransfer 
in den menschlichen Korper erfolgt und damit die Aktivitat des 
Conductins in Korperzellen wiederhergestellt wird. 
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MSSAVLVTLLPDPSSSFREDAPRPPVPGEEGETPPCQPSVGKVQSTKPMPVSSNARRNED 60 
GLGEPEGRASPDSPLTR WTKSLHSLLGDODGAYLFRTFLEREKCVbTLDFWFACNGFROM 120 
NliKD TKTLRVAKAI YKRY I ENNSWS KQLKPATKT Y I RD G XKKQQ I GS VMFDQAQTE I OA 180 
VMEENAYOVFLTSDIYLEYV RSGGENTAYMSNGGLGSLKVLCGYLPTLNEEEEWTCADLK 2 4 0 
CKLSPTWGLSSKTLRATASVRSTETAENGFRSFKRSDPVNPYHVGSGYVFAPATSANDS 300 
ELSSDALTDDSMSMTDSSVDGVPPYRMGSKKQLQREMHRSVK ANGQVSLPHFPRTHRLPK 3 60 
EMTPVEPAAFAAELISRLEKLKLEIiESRHSLEERIiQQIREDEEKEGSEQALSSRDGAPVQ 420 
HPLALLPPAAMKRTHKPFWTTTSPGSSRPPAVNPLVWVAIAHGP APPTTTTSTTTISSVI 4 80 
PFFRLGASCPVAACPLLGGKSFLTKQTTKHVHHHYIHHHAVPKTKEEIEAEATQRVRCLC 54 0 
PGGTDYYCYSKCKSHPKAPEPLPGEQFCGSRGGTLPKRNAKGTEPGLALSARDGGMSSAA • 600 
GGPQLPGEEGDRSQDVWQWMLESERQSKSKPHSAQSIRKSYPLESARAAPGERVSRHHLL 660 
GASGHSRSVARAHPFTQDPAMPPLTPPNTLAQLEEACRRLAEVSKPQKQRCCVASQQRDR 720 
NHSAAGQAGASPFANPSLAPEDHKEPKKLASVHALQASELWTYFFCGEEIPYRRMLKAQ 780 
SLTLGHFKEQLSKKGNYRYYFKKASDEFACGRVFEEIWDDETVLPMYEGRILGKVERID 8 39 



AAATAAGCAGCCGTTCGCGATGGATTTCGGGGCCACCCGGAGGCCGAGGCGTCCGCTCCC 60 

CAAAGGAGAGCTTTGCTGTAAAAGAGAGGAGGCTCACATGAGCCCCTGCTGACTTAAGAG 12 0 

AGACCAAGCCGATTGCTGAGAGGAACTGGAAGAAGAAAAAGGAGGAGGAGGGAAAAAAAG 180 

CAAAACAAAATCCAAACTCAGTGAGACGCTCTCCCTCACCATGAGTAGCGCCGTGTTAGT 2 4 0 

GACTCTCCTTCCAGATCCCAGCAGCAGCTTCCGCGAGGATGCTCCGCGGCCCCCGGTTCC 300 

GGGAGAAGAAGGGGAGA'CCCCACCGTGTCAGCCTAGTGTGGGCAAGGTCCAGTCCACCAA 3 60 

acctatgcccgtttcctctaatgctaggcggaatgaagatggactgggggagcccgaggg 4 2 0 
gcgggcctcccccgattcccctttgaccagg tggaccaagtctttacactccttgttggg 4 8 0 
tgaccaggatggtgcatacctcttccggactttcctggagagggagaaatgtgtggatac .54 0 
gctggacttctggtttgcttgtaatgggttcaggcagatgaacctgaaggatacgaaaac 600 
tttgcgagtggccaaagcaatctataagaggtacattgagaacaacagcgttgtctccaa 6 60 
gcagc t g aagc c c gc c ac caagac c t ac at ac gagat ggcat c aagaagc aac agat c gg 7 20 
ctcggtcatgtttgaccaggcacagaccgagatccaggcagtgatggaggaaaatgccta 7 80 
ccaggtgttcttgact.tctgacatttacctggaatatgtg aggagtgggggggaaaacac 8 4 0 
agcttacatgagtaacgggggactggggagcctaaaggtcttatgtggctacctccccac 900 
cttgaatgaagaagaggagtggacgtgtgccgacctcaagtgcaaactctcacccaccgt 9 60 
ggttggcttgtccagcaaaactcttcgggccaccgcgagtgtgagatccacggaaacagc 1020 
tgaaaacggattcaggtccttcaagagaagcgacccagtcaatccttatcacgtaggttc 108 0 
cggctatgtctttgcaccagccaccagtgccaacgacagcgagttatccagcgacgcact 114 0 
gaccgacgattccatgtccatgacggacagtagcgtagatggagtccctccttaccgcat 1200 
ggggagtaagaaacaactccagagagagatgcatcgcagtgtgaag gccaatggccaagt 12 60 
gtctctacctcattttccgagaacccaccgcctgcccaaggagatgacgcctgtggaacc 1320 
tgctgccttcgccgccgagctcatctccaggk:tggagaaactgaaactggagctggaaag 138 0 
c c gc cat ag t c t ggaggagc ggc t gcagcagat c cgggaggat gaagaaaaggaggggt c 1440 
tgagcaggccctgagctcacgggatggagcaccggtccagcaccccctggccctcctacc 1500 
tccggcagctatgaagaggacccacaaaccattttggacgaccacctctccagggtcctc 1560 
aagacccccggctgtcaatcccctggtgtgggtcgctatagcccacggtccc gctccccc 162 0 
g ac c ac c ac c ac c ag c ac c ac c ac cat gag c ag t g t cat ac ccttctttc g ac t g ggg g c 168 0 
aagctgccccgtggctgcttgccccctccttggaggcaagaggttcctgaccaaacagac 17 4 0 
gacgaagcacgttcaccaccactacatccaccaccacgccgtccccaagaccaaggagga 18 00 
gatcgaggcagaagccacacagagagtccgctgcctctgtcctgggggaacagattatta 18 60 
ttgctactccaaatgcaaaagccacccgaaggctccagagcccctgcctggggagcagtt 1920 
ttgtggcagcagaggtggtaccttgccaaaacggaatgcaaagggcaccgaaccgggtct 198 0 
tgcactgtcggccagggatggagggatgtccagtgcagcggggggcccccagcttcctgg 204 0- 
ggaagaaggagaccggtcacaggatgtctggcagtggatgttagagagtgagcggcagag 2100 
c aa g t c c aag c c c cat ag t g c c c aaag c at aa g aaag ag c t a c c cat t g gag tctgcccg 2160 
tgcggccccaggagaacgagtcagccggcaccatctgttgggggccagcggacactcccg 222 0 
ctcggtggcccgggctcacccatttacccaggaccctgcaatgcctccccttaccccacc 228 0 
caacactttggcacagctagaggaagcctgccgcaggctggcagaggtgtcgaagcccca 2'34 0 
gaagcagcggtgctgcgtggccagtcagcagagggacaggaaccactcggctgctggtca 24 00 
g g c aggagc c t c ac c c t t c gc c aac c c aag cctggctc cagaag at c ac aaag ag c c aaa 2 4 60 
gaaactggcaagtgtccacgcgctccaggccagtgagctggttgtcacctactttttctg 2 520 
tggagaagaaattccatacaggaggatgctgaaggctcaaagcttgaccctgggccactt 2 58 0 

CAAGGAGCAGC T C AGCAAAAAGGGAAAT T AC AGGTAT TAT T TCAAGAAGGCGAGTGACGA 2 64 0 
ATTTGCCTGCGGACGAGTTTTTGAGGAGATCTGGGACGACGAGACAGTGCTCCCCATGTA 2 7 00 

CGAAGGCAGGATCCTGGGCAAAGTGGAGAGGATCGACTGAGCCTTGGCCTCCTCGGCGTG 27 60 
CAACCTGGGCAAGCACCTCGGCGTGCACCATGGAGCCGAAGGCCAGAGACCCTGTCTCAG 2820 
GCCTACGCAACAGCCACGAAATATTCTGAAGGAAAATGAAACCAATTAAGAAGACAAAGC 2880 
'CTAGGGAGGGACTGGCGCCTGGGCCTTCAGGAGGGCGGGGGTATGTTGATCTTCAGTCTC 2 94 0 
CAGGAGCCTGGGTACCGAGATGAGAAAGCCTGAACTATTTATTAAAACATGACCACTCTG 3000 
GGCTATAGAAGATGCTCAGTGTGTTTGAGAGACTGACATACATT^A.TAGATGACTTCCTAG 3060" 
GGTTCTGAAATTCATAGACTAAGAGAAAACTGTGTATAGCTTGCCCGCACAGGAGTCCTT 3120 
ACTGATATTTATTGAACAGTCGATTCCCCCTACCCGCCTCCCTACCCCCCGCCCCCGAGT 318 0 
TTATGCTGCTTTAAACC ' '3197 



1 5' -AAATAAGCAGCCGTTCGCGATGGATTTCGGGGCCACCCGGAGGCCGAGGCGTCCGCTCCCCAAAGG- 66- 



67 
130 
193 

• 1 


AGAGCTTTGCTGTAAAAGAGAGGAGGCTCACATGAGCCCCTGCTGACTTAAGAGAGACCAAGC 
CGATTGCTGAGAGGAACTGGAAGAAGAAAAAGGAGGAGGAGGGAAAAAAAGCAAAACAAAATC 
CAAACTCAGTGAGACGCTCT CCC TC ACC ATG AGT AGC GCC GTG TTA GTG ACT CTC 
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1544 ACC TCT CCA GGG TCC TCA AGA CCC CCG GCT GTC AAT CCC CTG GTG TGG 1591 
442 TSPGSSRP' P A V N P' L V W 457 



1592 GTC GCT ATA GCC CAC GGT CCC GCT CCC CCG ACC ACC ACC ACC AGC ACC 163 9 

• -458 V A I A H G P APPTTTTST -473 

164 0 ACC ACC ATC AGC AGT GTC ATA CCC TTC TTT CGA CTG GGG GCA AGC TGC 1687 

474 TTI SSVIPFFRLGASC 489 

1688 CCC GTG GCT GCT TGC CCC CTC CTT GGA GGC AAG AGC TTC CTG ACC AAA 1735 

490 PVAACPLLGGK S FLTK 505 

1736 CAG ACG ACG AAG CAC GTT CAC CAC CAC TAC ATC CAC CAC CAC GCC GTC 17 83 

506 QTTKHVH'HH YI HHHAV 521 

1784- CCC AAG ACC AAG GAG ' GAG ATC GAG GCA GAA GCC ACA CAG AGA GTC CGC 1831 

522 PKTK 'EE I E A E A T Q R V R 537 

1832. TGC CTC TGT'CCT GGG GGA ACA GAT TAT TAT TGC TAC TCC AAA TGC AAA 1879 

538 CLCP'GGT DYY'fcYSKCK - 553 

18 80 AGC -CAC CCG AAG GCT CCA GAG CCC CTG CCT GGG GAG CAG TTT TGT GGC 192 7 

554 S H P K A PEPLPGEQFCG 569 

1928 AGC AGA GGT GGT ACC TTG CCA AAA CGG AAT GCA AAG GGC ACC GAA CCG ■ 1975 

570 S R G G T L P K R N A~K G T.E P 585 

197 6 GGT CTT- GCA CTG TCG GCC AGG GAT GGA GGG ATG TCC AGT GCA GCG GGG 2 023 

586' G LA L S ARDGGM S S A A G 601 

2024 GGC CCC CAG CTT CCT GGG GAA GAA GGA GAC CGG TCA CAG GAT GTC TGG 2071 

602 G P Q L.P G E E G D R S Q D V W 617 

2 072 CAG TGG ATG TTA GAG AGT GAG CGG CAG AGC AAG TCC AAG CCC CAT AGT . 2119 

618 Q W M L E S . E R Q S K S K P H S 633 

2120 GCC CM AGC ATA AGA AAG AGC TAC CCA TTG GAG TCT GCC CGT GCG .GCC 2167 

634 A Q • S I R K S Y P " L E S A R A A 649 

2168 CCA GGA GAA CGA GTC AGC CGG CAC CAT CTG TTG GGG GCC AGC GGA CAC 2215 

650 P'G-E R V'S R H H L L G A S G H ' 665 

2216 TCC CGC TCG GTG GCC CGG GCT CAC CCA TTT ACC CAG GAC CCT GCA ATG .2263 

666 S R S V A R A H P FT Q. D PA M 681 

22 64 CCT CCC CTT ACC CCA CCC AAC ACT TTG GCA CAG CTA GAG GAA GCC TGC 2311 

682 PPLTPPNTLAQLE. EAC 697 

2 312 CGC AGG CTG GCA GAG GTG TCG AAG CCC CAG AAG CAG CGG TGC TGC GTG 2359 

698 RRLAEVSKPQKQRCC V 713 

2360 GCC AGT CAG CAG AGG GAC AGG AAC CAC TCG GCT GCT GGT CAG GCA GGA 2407 

714 A S Q Q R D R NHSA AGQAG 729 

24 08 "GCC TCA CCC TTC GCC AAC CCA AGC CTG GCT CCA GAA GAT- CAC AAA GAG 2 4 55 

730 AS P FANPSLA'PEDHKE 745 

24 56 CCA AAG AAA CTG GCA AGT GTC CAC GCG CTC CAG GCC AGT GAG CTG GTT 2503 

746 P K K L A S V H A r L Q A S. E L V - 761 

2504 GTC ACC' TAC TTT TTC TGT GGA GAA GAA ATT CCA TAC AGG AGG ATG CTG 2551 

762 VT YFFCGEEIPYRRM L ■ 777 

2552 AAG GCT CAA AGC TTG ACC CTG GGC CAC TTC AAG GAG CAG CTC AGC AAA ■ 2 5 9.9 

778 K A Q S L T L G H FK E Q L S.K 7 9.3 

2600 AAG GGA AAT TAC AGG TAT TAT TTC AAG AAG GCG AGT GAC GAA TTT GCC 2647 

794 K G N Y R Y Y F K K A S ' D E F A 809 

2648 TGC GGA CGA GTT TTT GAG GAG ATC TGG GAC GAC GAG ACA GTG CTC CCC 2695 

81-0 CGRVFEEIWDDETVL-P *' 825 

2 69 6 ATG TAC GAA GGC AGG ATC CTG GGC AAA GTG GAG AGG ATC GACTGAGCCTT 2 7 45 

826 M Y E G R "l L G K V E R I. D . 839 

27 4 6 GGCCTCCTCGGCGTGCAACCTGGGCAAGCACCTCGGCGTGCACCATGGAGCCGAAGCCCAGAG 2 8 08 

280 9 ACCCTGTCTCAGGCCTACGCAACAGCCACGAAATATTCTGAAGGAAAATGAAACCAATTAAGA 2 871 

287 2 AGACAAAGCCTAGGGAGGGACTGGCGCCTGGGCCTTCAGGAGGGCGGGGGTATGTTGATCTTC 2 934 

2 93.5 AGTCTCCAGGAGCCTGGGTACCGAGATGAGAAAGCCTGAACTATTTATTAAAACATGACCACT 2 997 

2 9 98 CTGGGCTATAGAAGATGCTCAGTGTGTTTGAGAGACTGACATACATAATAGATGACTTCCTAG 30 60 

3061 GGTTCTGAAATTCATAGACTAAGAGAAAACTGTGTATAGCTTGCCCGCACAGGAGTCCTTACT . 3123 

3124 GATATTTATTGAACAGTCGATTCCCCCTACCCGCCTCCCTACCCCCCGCCCCCGAGTTTATGC 318 6 

3187 TGCTTTAAACC -3' ^ t 3197 
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J. Behrens, W. Birchmeier 

Agent for Diagnosing and Treating Tumor Illnesses 
Summary 

The invention relates to a new method for combating tumor illnesses through the use 
of molecular biological associations during formation of the tumor. The aim of the 
invention is to develop a method for controlling the regulation of beta -catenine in 
body cells. 

The object of the invention is a new protein which bonds to p-catenine and the 
subsequent cytoplasmic decomposition of said protein. This protein has the amino- 
acid sequence according to figure 1 and is designated as conductin. 

Agents for diagnosing and treating tumor illnesses are developed from the 
occurrence and the action of conductin in body cells. 



The invention relates to a new way of combating tumor diseases by utilizing 
molecular biological relationships of the formation of tumors. In particular, it relates to 
a material for diagnosing tumor diseases and, based on this, a material for the 
treatment. It furthermore relates to the new protein, conductin, its mutants and 
variations as well as parts thereof, to the analogous cDNA sequences and to their 
use in the gene-therapeutic and pharmacological methods. Areas of the application 
are medicine and the pharmaceutical industry. 

Cadherins and catenins form cell adhesion complexes, which are responsible in 
numerous tissues for the adhesion of cells to one another. The cadherins are trans- 
membrane proteins and produce the direct contact between adjacent cells, a-, p- and 
y-catenin are cytoplasmic components, which connect the cadherines with the actin 
cytoskeleton. Aside from their function in cell adhesion, the catenins also play a 
decisive role in signal transduction processes. p-catenin in vertebrates and the 
homologous, segment polarity gene product, armadillo in drosophila, are stabilized by 
the Wnt/wingless signal, path (Nusse, R., Cell 89, 321-323, 1997). This leads to an 
increase in the cytoplasmic fraction of these proteins which is not bound to cadherin, 
which thereupon could interact with HMG transcription factors of the LEF-1/TCF- 
family. As a result, p-catenin/armadillo is transported into the cell nucleus where, 
together with the LEF/TCF proteins, it binds to the DNA and activates certain genes 
(Behrens, J. et al„ Nature 382, 638-642, 1997). 

This signal pathway also plays an important role in the formation of tumors. In 
epithelial cells of the colon, the cytoplasmic pool of p-catenin is strictly regulated by 
the tumor suppressor gene product APC (Adenomatosis Polyposis Coli). Mutations of 
APC, such as those occurring in 80% of all colon cancers, lead to shortened forms of 
APC protein, which are no longer able to destabilize p-catenin. As a result, 
permanent complexes of p-catenin with the HMG transcription factor TCF-4, which 
are made responsible for the transformation of the cells, are found in these tumors. 
This theory is supported by the recent finding that, in tumors in which APC is not 
changed, mutations of p-catenin occur. These also lead to cytoplasmic stabilization 
of p-catenin and to an association with the LEF/TCF factors (Morin, P.J. et al. ( 
Science 275, 1787-1790). 



The invention has the goal of finding a new way for preventing the formation of 
tumors. It is based on the objective of finding a method for controlling the regulation 
of p-catenin in cells of the body. 

The object of the invention is a new protein, which binds to p-catenin and leads to its 
cytoplasmic degradation. This protein has the amino acid sequence of Figure 1 and 
was given the name of conductin. 

The invention is based on our own realization that conductin binds to APC fragments 
over a p-catenin binding domain at p-catenin, and over a so-called RGS-domain 
(Regulator of G-protein Signaling). As a result, there is cytoplasmic degradation of 
p-catenin and in vertebrates, blockage of the Wnt/Wingless signal path. With that, it is 
clear that conductin is an important regulator of the p-catenin function and, in 
interaction with APC, contributes to the suppression of tumors. 

Furthermore, as a consequence, the invention relates to a material for diagnosing 
tumor diseases, which is characterized in that the presence and the amount of 
conductin, its mutants and variations or its parts is detected in cells of the body. This 
detection can be carried out on the protein level with specific antibodies, especially 
with monoclonal antibodies. 

Pursuant to the invention, the diagnosis of tumor diseases can also be carried out on 
the gene level. For this purpose, 

- the gene which codes for conductin, its mutants and variations or parts thereof 
and/or 

- mRNA sequences, which are read off of these genes, 

are detected with selected primers and cDNA probes, which are derived from the 
gene sequence of conductin. 

The inventive material for the treatment of tumor diseases contains substances which 
activate/reactivate the action of the conductin in the body. Above all, these are 
materials, which activate the gene promoter of conductin or materials, which increase 
the stability of the mRNA sequences derived from the conductin genes. Pursuant to 
the invention, the main objective of all these materials consists of increasing the 



activity of the conductin in the cells of the body- For this purpose substancces of low 
molecular weight, for example, come into consideration, which are found, for example 
by high throughput number screening. 

The invention also comprises gene therapeutic materials, containing genes, which 
code for conductin, ist mutants and variations of parts thereof, or mRNA sequences, 
which are read out of these genes. 

Furthermore, the new protein conductin of Figure 1, its mutants and variations, as 
well as parts thereof are placed under protection. 

Especially preferred partial sequences are the amino acids 78-200 (RGS), 343-464 
(fj-catenin-binding domain) and 782-832 (dishevelled homology region). Partial 
sequences of the Adenomatosis Poliposis Coli (APC), which are characterized by the 
amino acids 1464-1604, 1516-1595, 1690-1778, 1995-2083 as RGS-domains 
interaction sites, are also part of the extent of the protection. 

Likewise the analogous cDNA sequences, especially the full cDNA sequence of the 
conductin (base pairs 1-3197) of Figure 2, as well as the partial sequences of the 
conductin of the nucleotide sequence 452-820 (RGS gene section), of the nucleotide 
sequence 1247-1612 (gene section of the p-catenin-binding domain) and of the 
nucleotide sequence 2564-2716 (gene section of the dishevelled homology region). 

The invention is explained in greater detail by the following examples. 

Conductin was identified by a yeast 2 hybrid screen as a p-catenin interaction 
partner. The complete cDNA was subsequently isolated and sequenced. The derived 
amino acid sequence of conductin is shown in Figure 1, the nucleotide sequence in 
Figure 2 and the gene comparison of the amino acid sequence and the nucleotide 
sequence is shown in Figure 3. Conductin consists 839 amino acids and has a 
molecular weight of 92.4 kDa. By a comparison of sequences, an RGS Domain 
(amino acids 78-200) and a domain (amino acids 782-832, dishevelled homology 
region), related to the protein dishevelled, were identified (Figures 1-3). The 
p-catenin-binding domain(amino acids 343-464) was discovered by interaction 
studies in the 2-hybrid system (Figure 4). It was observed that this domain is 



j 



sufficient and necessary for the binding to p-catenin (Figure 4). On the other hand, 
the RGS homology region and the dishevelled homology region do not participate. 
The interaction of conductin with p-catenin was also confirmed biochemically in co- 
immunoprecipitation experiments. 

The effect of conductin on p-catenin was investigated in SW480 cells. In these cells, 
the tumor suppressor gene product ABC is mutated , as a result of which there is an 
increase in the cytoplasmic and especially in the nuclear content of p-catenin. The 
introduction of conductin into these cells leads to a drastic degradation of p-catenin, 
as a result of which the cell is depleted of cytoplasmic p-catenin and of p-catenin in 
the cell nucleus (Figure 4). This effect on the content of p-catenin is equal in intensity 
to that of not-mutated APC, from which it can be concluded that conductin also acts 
as a tumor suppressor by regulating p-catenin, Moreover, it was shown that 
conductin also inhibits the Wnt/wingless signal path in Xenopus embryos due to its 
effect on p-catenin. 

Furthermore, it was noted that conductin interacts directly with APC. APC fragments 
of amino acids 1464-1604, 1516-1595, 1690-1778 and 1995-2883 were identified as 
interaction sites for conductin. In conductin, the binding to APC takes place over the 
RGS domains; this region is sufficient and necessary for the interaction. The other 
domains in conductin do not participate (Figure 5). 

Legends for the figures 

Fioure 1 Amino acid sequence of conductin 

The conductin cDNA codes a protein of 839 amino acids with a calculated molecular 
weight of 92.4 kDa. The RGS domain (double underlining), the p-catenin binding 
domains (simple underlining) and the dishevelled homology region are emphasized 
by bold lettering. 

Figure 2 Nucleotide sequence of conductin at position 1-3199 
The sequence regions are marked as in Figure 1 . 



Figure 3 Comparison of amino amino acid sequence and nucleo tide sequence of 
conductin 

Figure 4 Analysis of the interaction of conductin and ist parts with B-catenin 

The conductin protein and derived partial pieces are shown diagrammatically The 
RGS-domain (RGS) and the p-catenin binding site (p-BD) are emphasized. The 
interaction with p-catenin was investigated in the yeast 2-hybrid assay and quantified 
as p-galactosidase units. It can be seen that the binding to the p-catenin is limited to 
the p-catenin binding site; the other parts of the protein do not contribute to this. The 
degradation of p-catenin in SW480 cells by conductin was analyzed after transient 
expression of the given proteins and immunofluorescence staining of p-catenin. Only 
partial pieces of conductin, which bind to p-catenin, lead to this degradation. 

Figure 5 Analysis of the binding of conductin and its pieces to APC 

The binding of the APC fragments of amino acid 1464-1604 (ApCfr.1) and 1516-1595 
(APCfr. 2) to conductin and derived pieces of thereof were analyzed in a 2-hybrid 
assay and quantified as p-galactosidase units.The analysis reveals the only 
interaction of APC with the RGS-domain of conductin. Comparable results were 
derived from APC fragments of amino acid 1690-1778 and 1995-2883. 



Claims 



1 . A material for the diagnosis of tumors, containing a substance, with which 

- conductin, its mutants and variations or parts thereof or 

- genes, which code for conductin, its mutants and variations or parts thereof or 

- mRNA sequences, which are read off of these genes, 
are detected. 

2. The material for the diagnosis of tumors of claim 1, containing specific 
antibodies to conductin, its variations or mutants or parts thereof. 

3. The material for the diagnosis of tumors of claims 1 and 2, wherein the 
specific antibodies are monoclonal antibodies. 

4. The material for the diagnosis of tumors of claim 1, containing corresponding 
oligonucleotide primers and/or DNA probes for the detection of the genes and 
their mutations. 

5. The material for the diagnosis of tumors of claim 1, containing corresponding 
oligonucleotide primers and/or DNA probes for the detection of RNA 
sequences. 

6. A material for the treatment of tumors containing a substance, which 
activates/reactivates the action of conductin the body. 

7. The material of claim 6, containing a substance, which activates the gene 
promoter of conductin. 

8. The material of claim 6, containing a substance, which increases the stability 
of mRNA sequences. 

9. The material of claim 6, containing a substance, which increases the activity of 
conductin. 



10. Conductin, its variations, its mutants as well as parts thereof. 

1 1 . The conductin of claim 10, characterized by the amino acid sequence 1 -839 of 
Figure 1, Figure 1 being part of this claim. 

12. The partial sequence of conductin of claim 10, characterized by the amino 
acid sequence 78-200 (RGS-domain) of Figure 1. 

13. The partial sequence of conductin of claim 10. characterized by the amino acid 
sequences 343-464 (p-catenin-binding domain). 

14. The partial sequence of conductin of claim 10, characterized by the amino acid 
sequences 782-832 (dishevelled homology region) of Figure 1 . 

15. The partial sequences of Adenomatosis Poliposis Coli (APC), characterized by 
the amino acid sequences 1464-1604, 1516-1595, 1690-1778 and 1995-2083 
as the interaction sites of RGS domains. 

16. A cDNA sequence of conductin, its variations or mutants or parts thereof. 

17. The cDNA sequence of the conductin of the nucleotide sequence 1-3197 of 
Figure 2, Figure 2 being a component of this claim. 

18. The cDNA partial sequence of the conductin of the nucleotide sequence 452- 
820 (RGS gene section) of Figure 2. 

19. The cDNA partial sequence of the conductin of the nucleotide sequence 1247- 
1612 (gene section of the p-catenin-binding domain) of Figure 2. 

20. The cDNA partial sequence of the conductin of the nucleotide sequence 
2564-2716 (gene section of the dishevelled homology region) of Figure 2. 

21. Use of the conductin gene for the gene therapy of tumor diseases, wherein a 
vector is constructed with the conductin gene, a gene transfer subsequently 



takes place in the human body and, with that, the activity of the conductin in 
the cells of the body is restored. 
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AGCTTACATGAGTAACGGGGGACTGGGGAGCCTAAAGGTCTTATGTGGCTACCTCCCCAC 9Q0 
CTTGAATGAAGAAGAGGAGTGGACGTGTGCCGACCTCAAGTGCAAACTCTCACCCACCGT 960 
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